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C¸c chÊt øc chÕ proteinaz (pis) vµ ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn  
cña dÞch Ðp tõ l¸ c©y thuèc báng (Kalanchoe PINATA) 

 
§µo ThÞ Thuý, Hoµng Thu Hµ, 

Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u 

§¹i häc quèc gia Hµ Néi 

C¸c proteinaz tham gia trong nhiÒu qu¸ tr×nh 
sèng quan träng, qu¸ tr×nh g©y bÖnh, qu¸ tr×nh 
viªm, qu¸ tr×nh l©y nhiÔm cña nhiÒu vi khuÈn, 
virót.... Do ®ã ng−êi ta ®· vµ ®ang nghiªn cøu sö 
dông c¸c chÊt øc chÕ proteinaz ®Ó ®iÒu trÞ c¸c 
bÖnh, trong ®ã proteinaz lµ yÕu tè g©y bÖnh hoÆc 
tham gia trong qu¸ tr×nh g©y bÖnh. 

L¸ c©y thuèc báng th−êng ®−îc sö dông ®Ó 
®iÒu trÞ c¸c vÕt báng, vÕt th−¬ng, môn nhät vµ 
mét sè bÖnh nhiÔm trïng kh¸c [10]. NhiÒu kÕt 
qu¶ nghiªn cøu cho thÊy dÞch chiÕt l¸ báng cã 
t¸c dông øc chÕ sinh tr−ëng nhiÒu vi khuÈn kh¸c 
nhau, trong ®ã cã Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, lµ c¸c vi khuÈn chñ 
yÕu g©y nhiÔm trïng vÕt th−¬ng, vÕt mæ dÔ dÉn 
®Õn hËu qu¶ nghiªm träng, vµ kh¸ng víi nhiÒu 
lo¹i thuèc kh¸ng sinh ®ang dïng.  

Nh÷ng n¨m gÇn ®©y ®· cã mét sè c«ng bè 
t¸ch chiÕt mét sè chÊt cã ho¹t tÝnh sinh häc tõ 
mét sè loµi thuéc chi Kalanchoe [1, 3, 5, 9], tuy 
nhiªn ch−a t×m thÊy c«ng tr×nh nµo nghiªn cøu 
c¸c chÊt øc chÕ proteinaz cña chi nµy. Nghiªn 
cøu tr−íc ®©y cña chóng t«i vÒ ®iÒu tra c¸c PI ë 
mét sè c©y thuèc [7], ®· ph¸t hiÖn ®−îc dÞch Ðp 
l¸ thuèc báng (DE) cã PI vµ còng øc chÕ sinh 
tr−ëng cña Pseudomonas aeruginosa. V× vËy, 
c«ng tr×nh nµy nh»m t×m hiÓu kü h¬n vÒ c¸c PI 
vµ ho¹t tÝnh kh¸ng S. aureus vµ P. aeruginosa 
cña l¸ báng.  

I. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu  

L¸ thuèc báng t−¬i gåm 3 lo¹i kh¸c nhau vÒ 
h×nh th¸i, ký hiÖu lµ K1, K2 vµ K3. 

Thu mÉu l¸ báng: l¸ “b¸nh tÎ”, kh«ng qu¸ 
giµ hoÆc qu¸ non. LÊy mÉu vµo 8 giê s¸ng, trêi 
kh«ng m−a. 

ChuÈn bÞ dÞch Ðp (DE) tõ l¸ báng: nghiÒn 
nhá mÉu l¸, dïng v¶i mµn v¾t lÊy n−íc, ly t©m 
thu dÞch trong ®Ó ph©n tÝch, b¶o qu¶n ë - 20oC. 

C¸c mÉu vi khuÈn tô cÇu vµng 
Staphylococcus aureus (ST) do phßng thÝ 
nghiÖm Vi sinh vËt, bÖnh viÖn B¹ch Mai cung 
cÊp, ®−îc ph©n lËp tõ mñ vÕt th−¬ng cña bÖnh 
nh©n, ký hiÖu ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST1M, 
ST2M vµ ST3M); P. aeruginosa ®−îc ph©n lËp 
tõ mñ vÕt th−¬ng báng. 

 Ho¸ chÊt: tripxin, kimotripxin, albumin tinh 
khiÕt cña h·ng Sigma. Cazein cña h·ng Kanto 
chemicals co., INC, Coomasie brilliant blue G-
250 cña h·ng ICN Biomedicals, Inc (§øc). Cao 
thÞt cña h·ng Merck (§øc), Peptone (Trung 
Quèc). Aga cña h·ng Merk (§øc). Mµng läc v« 
khuÈn Minisart 0,2 µm cña h·ng Sartorius. C¸c 
ho¸ chÊt kh¸c ®¹t ®é s¹ch ph©n tÝch. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

+ X¸c ®Þnh hµm l−îng chÊt kh« tuyÖt ®èi 
b»ng c©n Scaltex SMO 01. 

+ X¸c ®Þnh protein theo ph−¬ng ph¸p 
Bradford [2], dïng albumin huyÕt thanh bß lµm 
chuÈn, ®o ®é hÊp thô ë b−íc sãng 595 nm. 

+ X¸c ®Þnh ho¹t ®é ph©n gi¶i protein (PA) 
theo 2 ph−¬ng ph¸p: 

- Ph−¬ng ph¸p khuÕch t¸n trªn ®Üa th¹ch víi 
c¬ chÊt cazein 0,1% gi÷ ë 35,5oC trong kho¶ng 
thêi gian thÝch hîp, nhuém b»ng dung dÞch 
amido ®en 10B 0,1% trong axit axetic 7%. §¸nh 
gi¸ ho¹t ®é theo ®−êng kÝnh vßng ph©n gi¶i. 

 
C«ng tr×nh ®−îc hç trî vÒ kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh nghiªn cøu c¬ b¶n. 
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L¸ vµ hoa K1: l¸ nhän, dµi, dÇy, r¨ng 
c−a ®Òu 2 mÐp l¸, mÆt trªn l¸ xanh 
nh¹t (h¬i b¹c), mÆt d−íi xanh thÉm. 
Cµnh hoa vµ hoa cña K1. Dùa theo tµi 
liÖu cña Ph¹m Hoµng Hé [6], theo 
GS.TSKH. NguyÔn NghÜa Th×n, ®Þnh 
tªn lµ Kalanchoe daigremontiana    
R. Ham & H. Perer. 

  

 

 

L¸ K2: l¸ h¬i trßn ë ®Çu, dµy h¬n 
K1, r¨ng c−a mau h¬n K1 ë hai 
mÐp l¸, gÇn cuèng l¸ cã hai tai ®èi 
xøng hai bªn. 

 

  

 
 
 
L¸ K3: l¸ gÇn trßn, r¨ng c−a rÊt 
th−a ë hai mÐp l¸, l¸ máng h¬n K1 
vµ K2, mµu xanh sÉm h¬n K1, K2 

 

- Ph−¬ng ph¸p Ason c¶i tiÕn [8]. 

+ X¸c ®Þnh ho¹t ®é øc chÕ tripxin (TIA), 
kimotripxin (KIA), ho¹t ®é øc chÕ proteinaz vi 
khuÈn, còng thùc hiÖn theo 2 ph−¬ng ph¸p trªn 
nh− ®· m« t¶ trong c«ng tr×nh tr−íc [4] 

+ S¾c ký qua cét Sephadex G-25: Cét cã kÝch 
th−íc 2 × 90 cm, c©n b»ng víi ®Öm Sorensen pH = 
6,5, rót protein còng b»ng dung dÞch ®Öm nµy. 

+ Nu«i cÊy vi khuÈn trong m«i tr−êng canh 
thang th−êng (g/l): pepton 10 g, cao thÞt 10 g, 
NaCl 1 g; pH: 6,5. §Ó chuÈn bÞ m«i tr−êng r¾n, 
thªm aga vµo ®Ó ®¹t nång ®é 1,5%.  

T¸ch proteinaz cña vi khuÈn: cÊy vi khuÈn 
vµo m«i tr−êng dÞch thÓ, l¾c 200 vßng/phót ë 
35oC, ly t©m lo¹i bá tÕ bµo, thu dÞch trong. Thu 
chÕ phÈm proteinaz tõ dÞch m«i tr−êng b»ng

c¸ch kÕt tña víi axeton [4].  

+ Thö t¸c dông kh¸ng khuÈn:  

- Ph−¬ng ph¸p khuÕch t¸n: thªm 100 µl dÞch 
vi khuÈn ®· nu«i t¨ng sinh vµo m«i tr−êng th¹ch 
th−êng ®· ®¹t nhiÖt ®é gÇn 40oC, trén ®Òu, ®æ ra 
®Üa th¹ch. Trªn ®Üa th¹ch cã c¸c giÕng víi ®−êng 
kÝnh 8mm, nhá 150 µl dung dÞch nghiªn cøu vµo 
mçi giÕng. §Ó mÉu khuÕch t¸n trong tñ l¹nh 24 
giê, sau ®ã chuyÓn vµo tñ Êm 35oC, sau 24 giê ®o 
vßng v« khuÈn. Ho¹t ®é kh¸ng khuÈn ®−îc ®¸nh 
gi¸ theo hiÖu sè ®−êng kÝnh vßng v« khuÈn (D) 
vµ ®−êng kÝnh giÕng (d). Ho¹t ®é (mm) = D-d. 

- Ph−¬ng ph¸p pha lo·ng trong m«i tr−êng 
láng: i) chuÈn bÞ hçn dÞch vi khuÈn trong n−íc 
muèi sinh lý (NMSL) ®Ó ®¹t 108 vi khuÈn/ml, tõ 
dung dÞch nµy pha lo·ng tiÕp thµnh c¸c dung 
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dÞch cã 107, 106, 105, 104, 103 vi khuÈn/ml;       
ii) dung dÞch nghiªn cøu còng pha lo·ng trong 
(NMSL); iii) Trén hçn dÞch vi khuÈn 108/ml víi 
c¸c dung dÞch thuèc ®· pha lo·ng, theo tØ lÖ 1:1 
(sao cho ®¹t ®é pha lo·ng 2, 4, 8, 16 lÇn so víi 
ban ®Çu). GÜ− 37oC, sau c¸c kho¶ng thêi gian 
kh¸c nhau (2, 6, 24 giê), lÊy mÉu, dïng loop 
®Þnh l−îng cÊy trªn m«i tr−êng th¹ch. C¸c mÉu 
hçn dÞch vi khuÈn chuÈn bÞ ë b−íc (ii) còng gi÷ 
ë 37oC ®Ó lµm chuÈn. iii) Gi÷ tÊt c¶ c¸c ®Üa 
th¹ch ë 37oC, sau 24 giê ®äc kÕt qu¶.    

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. KÕt qu¶ ph©n tÝch thµnh phÇn c¸c lo¹i l¸ 
thuèc báng (b¶ng 1) 

KÕt qu¶ trªn b¶ng 1 cho thÊy hµm l−îng 
chÊt kh«, protein cña c¸c lo¹i l¸ thuèc báng rÊt 
kh¸c nhau, tõ 2-31%. MÉu l¸ K2 mÆc dï cã hµm 
l−îng protein cao h¬n c¸c mÉu kh¸c, nh−ng ho¹t 
®é øc chÕ tripxin (TIA), kimotripxin (KIA) thÊp 
so víi c¸c mÉu l¸ K1 vµ K3 (b¶ng 1, h×nh 1).  

 

B¶ng 1 

Hµm l−îng chÊt kh«, protein hoµ tan, ho¹t ®é øc chÕ tripxin (TIA),  
øc chÕ kimotripxin (KIA) cña l¸ báng 

(Table 1. Content of dry substances, water soluble proteins and TIA, KIA of Kalanchoe leaves) 

Hµm l−îng protein MÉu 
l¸ 

Hµm l−îng chÊt kh« 
(%) mg protein/100 g l¸ t−¬i % chÊt kh« 

TIA 
(*) 

KIA 
(*) 

K1 9,17 3,47 0,04 +++ +++ 
K2 2,61 5,79 0,22 + + 
K3 10,12 4,94 0,05 +++ +++ 

 
2. Ho¹t ®é kh¸ng khuÈn cña dÞch Ðp l¸ báng 

T¸ch riªng phÇn phiÕn l¸, cuèng l¸ cña c¸c 
mÉu K1, K2 (riªng K3 cuèng l¸ qu¸ m¶nh nªn 
chØ c¾t phÇn l¸ trªn cuèng l¸) nghiÒn n¸t, Ðp lÊy 
dÞch, ly t©m thu dÞch trong. TiÕn hµnh thÝ 
nghiÖm víi 8 mÉu S. aureus ph©n lËp tõ bÖnh 
phÈm. KÕt qu¶ cho thÊy hÇu hÕt c¸c mÉu DE l¸ 
báng ®Òu øc chÕ sinh tr−ëng c¸c mÉu S. aureus, 
nh−ng ho¹t ®é cña DE phiÕn l¸ K1 cã cao h¬n 
c¸c mÉu kh¸c. Ho¹t ®é kh¸ng khuÈn cña dÞch Ðp

cuèng l¸ thÊp h¬n phiÕn l¸ (h×nh 2). 

3. KiÓm tra ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña DE 
l¸ báng K1 víi c¸c chñng VK chuÈn. 

 KÕt qu¶ trªn b¶ng 2 cho thÊy DE l¸ báng 
K1 cã t¸c dông øc chÕ sinh tr−ëng P. 
aeruginosa m¹nh h¬n S. aureus: trong cïng ®iÒu 
kiÖn, sau khi ñ víi vi khuÈn ë c¸c thêi gian 
t−¬ng øng, trong hÇu hÕt c¸c tr−êng hîp, l−îng 
vi khuÈn P. aeruginosa bÞ gi¶m lín h¬n S. 
aureus tõ 10 ®Õn 104 lÇn. 

 

B¶ng 2 

KiÓm ®Þnh ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña DE l¸ báng K1 víi c¸c chñng chuÈn b»ng ph−¬ng ph¸p 
pha lo·ng trong m«i tr−êng láng (thùc hiÖn t¹i Bé m«n Vi sinh vËt Häc viªn Qu©n y) 

(Table 2. Check on the antibacterial activity of Kalanchoe leaf juice by using dilution method in liquid 
medium (experiment was done at the Microbiology Department, Vietnam Military Medical University)) 

Møc ®é gi¶m nång ®é vi khuÈn (so víi nång ®é chuÈn) 
Chñng VK 

§é pha lo·ng 
cña DE Sau 2h tiÕp xóc Sau 6h tiÕp xóc Sau 24 giê tiÕp xóc 

2 10 (lÇn) 103 (lÇn) 108 
4 10 102 104 

8 10 102 103 

S. aureus 
ATCC 29213 

16 10 102 103 

2 105 108 108 

4 104 104 108 

8 103 103 105 

P. aeruginosa 
CCVG-27652 

16 102 102 102 

Ghi chó: nång ®é vi khuÈn ban ®Çu cho tÊt c¶ c¸c mÉu thuèc lµ 108 VK/ml; DE l¸ báng K1 c« ®Æc 5 lÇn.  



 87 

 

 

 

 
3   2   1 

4   5   6   7   8 
13  12  11 10  9 

  14  15  16  17  18 
21  20  19 

 
TI dÞch Ðp l¸ báng K1, K2, K3  KI dÞch Ðp l¸ báng K1, K2, K3 

H×nh 1. TIA vµ KIA cña DE c¸c mÉu l¸ báng 
(Fig 1.  Inhibitory activity against trypsin (TIA) and chymotrypsin (KIA) of Kalanchoe leaf juice) 

C¸c giÕng: 1, 2, 3: ®èi chøng, enzim (tripxin hoÆc kimotripxin) + dung dÞch ®Öm; 4-6: enzim + DE cuèng l¸ 
K3; 7-9: enzim + DE phiÕn l¸ K3; 10-15: enzim + DE cuèng l¸, phiÕn l¸ K2; 16-18: enzim + DE cuèng l¸ 
K1; 19-21: enzim + DE phiÕn l¸ K1. §Ó x¸c ®Þnh TIA, KIA, dÞch Ðp l¸ (DE) c« ®Æc 5 lÇn, x¸c ®Þnh b»ng 
ph−¬ng ph¸p khuÕch t¸n trªn ®Üa th¹ch. Mçi giÕng cã 62,5 µg emzim. (+): k×m h·m 25%, nh− vËy mÉu K1 
vµ K3 øc chÕ kho¶ng 75% l−îng enzim cã trong mçi giÕng.  

  
1, 2: PA ST2; 3, 4: PA ST2 + DE K1; 5, 6: PA ST3; 7, 
8: PA ST3 + DE K1; 9, 10: PA ST4; 11, 12: PA ST4 + 
DE K1; 13, 14: PA ST5; 15, 16: PA ST5 + DE K1; 17: 
n−íc cÊt; 18: DE K1 - DE K1 ®· c« ®Æc 5 lÇn. 

1, 2, 3: PA P. aeruginosa (PA P. au); 4, 5, 6: PA 
P. au + K1; 7, 8, 9: PA P. au + K2; 10, 11, 12: PA 
P. au + K3; 13, 14, 15: PA P. au + K1§1. 

H×nh 3. T¸c dông cña dÞch Ðp l¸ báng (K1) ®Õn PA  
cña c¸c mÉu vi khuÈn S. aureus (a) vµ PA cña P. aeruginosa (b). 

(Fig 3.  Effect of Kalancoe leaf (K1) juice on PA from S. aureus (a) and PA from P. aeruginosa (b)) 
 

  
S. aureus ST5 P. aeruginosa 

 
H×nh 5. Ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña ®Ønh 1 (§1) cña K1 qua cét Sephadex G-25 

(Fig 5. Antibacterial activity of peak 1 (D1) obtained after fractionating liophylized K1 leaf juice 
on Sephadex G-25 column) 
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K1 K2 K3  

   

 
← cuèng l¸ 
 
← phiÕn l¸   

ST 1M ST 2M ST 3M  

   

 
 
←cuèng l¸ 
 
←phiÕn l¸   

               ST1               ST2               ST3  

  

 
← cuèng l¸ (leaf peduncle) 
 
 
← phiÕn l¸ (leaf-blade) 

              ST4               ST5   
H×nh 2. Ho¹t ®é kh¸ng khuÈn cña c¸c mÉu l¸ báng 

Fig 2. Antibacterial activity of the juice from leaves of K1, K2, K3. 
C¸c ch÷ ghi d−íi mçi « lµ kÝ hiÖu c¸c mÉu vi khuÈn. Trong mçi « cña h×nh cã 6 ®Üa: hµng trªn lµ DE cuèng l¸, 

hµng d−íi lµ DE phiÕn l¸ cña c¸c mÉu K1, K2, K3 (theo thø tù tõ tr¸i sang ph¶i). 
 
4. Th¨m dß ®iÒu kiÖn xö lý v« trïng DE l¸ 

báng ®Õn ho¹t tÝnh sinh häc cña nã 

§Ó chuÈn bÞ chÕ phÈm v« trïng sö dông 
trong thùc tÕ, chóng t«i ®· xö lý chÕ phÈm theo 
c¸c c¸ch kh¸c nhau: ®un s«i ë 100oC trong 30 
phót hoÆc khö trïng trong nåi hÊp (autoclave) ë 
121oC trong 30 phót vµ läc qua mµng läc v« 

khuÈn Minisart 0,2 µm. ë c¶ 2 mÉu xö lý nhiÖt 
®Òu xuÊt hiÖn kÕt tña tr¾ng, ly t©m thu dÞch 
trong ®Ó ph©n tÝch. 

KÕt qu¶ cho thÊy ë c¸c ®iÒu kiÖn xö lý nhiÖt 
nµy, ho¹t ®é kh¸ng c¸c mÉu vi khuÈn cã gi¶m 
nh−ng kh«ng nhiÒu. Tuy nhiªn DE ®· xö lý ë 
c¸c ®iÒu kiÖn trªn ®Òu mÊt ho¹t tÝnh øc chÕ 
tripxin vµ kimotripxin, kÓ c¶ khi xö lý víi thêi 
gian ng¾n h¬n (5, 10, 15 phót). §iÒu ®ã cho 
thÊy c¸c chÊt øc chÕ tripxin, kimotripxin cã 
trong l¸ báng kh«ng bÒn víi nhiÖt. ChØ cã mÉu 
läc qua mµng läc v« khuÈn Minisart 0,2 µm gi÷ 
nguyªn ®−îc c¶ ho¹t ®é kh¸ng khuÈn, TIA vµ 
KIA, tiÕn hµnh läc DE. 

5. Thu nhËn proteinaz cña c¸c mÉu vi 
khuÈn vµ nghiªn cøu t¸c dông cña DE l¸ 
báng ®Õn proteinaz cña vi khuÈn      

§Ó t×m hiÓu thªm vÒ vai trß c¸c PI cña DE l¸ 
báng ®èi víi ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña nã, 
chóng t«i ®· nu«i c¸c mÉu vi khuÈn trong m«i 
tr−êng dÞch thÓ, x¸c ®Þnh PA cña dÞch m«i 
tr−êng theo thêi gian nu«i cÊy (16, 24, 40, 48 vµ 
64 giê), ë c¸c pH kh¸c nhau. KÕt qu¶ ®· x¸c 
®Þnh ®−îc thêi gian nu«i S. aureus cho PA cao 
lµ 16 - 24 giê, ®èi víi P. aeruginosa lµ 72 giê, 
pH ho¹t ®éng thÝch hîp lµ 7,6.  

§Ó tinh s¹ch s¬ bé enzim, t¸ch enzim khái 
c¸c chÊt ph©n tö thÊp cã trong m«i tr−êng nu«i 
vi khuÈn, ®· sö dông axeton víi tØ lÖ thÓ tÝch 3:1 
(axeton: dÞch m«i tr−êng) ®Ó kÕt tña enzim. Hßa 
tan kÕt tña, thö t¸c dông cña DE l¸ báng K1 ®Õn 
PA vi khuÈn b»ng ph−¬ng ph¸p khuÕch t¸n trªn 
®Üa th¹ch. 

KÕt qu¶ cho thÊy trong hÇu hÕt c¸c tr−êng 
hîp, khi trén víi DE l¸ báng K1, vßng ph©n gi¶i 
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®Òu bÐ h¬n ®èi chøng (thay DE b»ng n−íc) 
(h×nh 3). §iÒu ®ã chøng tá DE cã t¸c dông øc 
chÕ PA cña c¸c mÉu ST5, 1M, 2M vµ 3M.  

6. S¾c ký qua cét Sephadex G-25 chÕ phÈm 
®«ng kh« DE l¸ báng K1. 

§Ó chuÈn bÞ chÕ phÈm dÔ b¶o qu¶n, chóng 
t«i ®· tiÕn hµnh ®«ng kh« dÞch Ðp, thu ®−îc chÕ 
phÈm bét kh«. Tõ 1kg l¸ nhËn ®−îc tõ 20-24 
gam bét (b¶ng 3). ChÕ phÈm bét ®−îc sö dông 
®Ó s¾c ký qua cét Sephadex G-25 vµ ph©n tÝch 
ho¹t ®é øc chÕ proteinaz.   

KÕt qu¶ nghiªn cøu ®· nªu trªn vÒ ¶nh 
h−ëng cña viÖc xö lý nhiÖt ®Õn ho¹t tÝnh sinh 
häc cña DE l¸ báng (môc II.4) cho thÊy c¸c chÊt 
cã ho¹t tÝnh øc chÕ tripxin vµ kimotripxin cña 
DE kh«ng bÒn víi nhiÖt, h¬n n÷a ë nhiÖt ®é cao 
xuÊt hiÖn kÕt tña tr¾ng, nh− vËy, cã thÓ chóng lµ 
c¸c polypeptit ph©n tö lín? Do ®ã chóng t«i ®· 
sö dông Sephadex G-25 ®Ó tiÕn hµnh s¾c ký 
nh»m t¸ch riªng c¸c chÊt ph©n tö thÊp cã trong 
dÞch Ðp. X¸c ®Þnh protein trong c¸c ph©n ®o¹n 
b»ng c¸ch ®o ®é hÊp thô ë b−íc sãng 280 nm, 
nhËn ®−îc 2 ®Ønh (h×nh 4). §Ønh 1 (§1) lµ ®Ønh 
chÝnh, chÕ phÈm bét kh« cña §1 ®−îc sö dông 
®Ó ph©n tÝch tiÕp. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh cho thÊy §1 
cã ho¹t tÝnh øc chÕ tripxin, kimotripxin, PA cña

vi khuÈn (b¶ng 4) vµ còng cã c¶ ho¹t tÝnh kh¸ng 
P. aeruginosa ph©n lËp tõ mñ vÕt th−¬ng báng 
(h×nh 5). 
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H×nh 4. S¾c kÝ ®å chÕ phÈm ®«ng  kh« DE l¸ 
báng K1 qua cét Sephadex G-25 

(Fig 4. Chromatogram of  liophylized K1 leaf juice 
preparation on Sephadex G-25 column) 

Cét cã kÝch th−íc 90 × 2 cm, c©n b»ng víi dung 
dÞch ®Öm Sorensen pH = 6,5.  ThÓ tÝch mçi ph©n 

®o¹n 0,7 ml, tèc ®é 20 ml/giê. 
 

B¶ng 3 
Ho¹t ®é øc chÕ proteinaz cña chÕ phÈm ®«ng kh« DE l¸ báng 

(Table 3. The inhibitory activity against proteinases of liophylized Kalanchoe leaf juice preparations) 

MÉu l¸ 
báng 

Träng 
l−îng l¸ 
(gam) 

Träng l−îng 
bét nhËn 
®−îc sau 
®«ng kh« 

(gam) 

Protein cña 
chÕ phÈm 
mg/g chÕ 

phÈm 

TIA mIU/g 
chÕ phÈm 

KIA 
mIU/g chÕ 

phÈm 

Ho¹t ®é øc chÕ 
PA cña           

P. seudomonas 
mIU/g chÕ 

ph©m 
K1 1000 24,976 1,40 284,37 707,53 2027,0 

K2 1000 20,590 2,81 180,90 635,0 1461,7 

K3 1000 22,740 2,17 474,80 1428,0 3060,0 

K1 qua 
G-25, §1 

 14,657 
0,38 

(a) 
104,12 

(a) 
249,4 

(a) 
909,0 

(a) 
 

Ghi chó: (a) tÝnh trªn mg bét kh« cña §1. 
 

NÕu tÝnh ho¹t ®é øc chÕ mIU/ mg protein 
(ho¹t ®é riªng), ta thÊy tÊt c¶ c¸c chÕ phÈm ®Òu 
cã ho¹t ®é riªng ®èi víi proteinaz cña P. 
aeruginosa lín h¬n c¸c proteinaz kh¸c (b¶ng 4): 
cã thÓ gÊp 6-8 lÇn ®èi víi tripxin, vµ 2-3 lÇn ®èi 
víi kimotripxin. Ph¶i ch¨ng proteinaz cña vi 
khuÈn nµy lµ enzim ®Ých cña c¸c c¸c chÊt øc chÕ 

proteinaz (PI) l¸ báng? Nh− trªn ®· nãi, 
proteinaz cña nhiÒu vi khuÈn th−êng tham gia 
vµo qu¸ tr×nh x©m nhiÔm cña chóng, kÕt qu¶ 
trªn cho phÐp gi¶ thiÕt PI cña l¸ báng lµ mét 
trong nh÷ng thµnh phÇn tham gia vµo t¸c dông 
diÖt khuÈn, ®iÒu trÞ vÕt th−¬ng cña l¸ báng.  

§1 

§2 
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 B¶ng 4 

Ho¹t ®é øc chÕ riªng (mIU/mg protein) cña c¸c chÕ phÈm ®«ng 
kh« ®èi víi c¸c proteinaz kh¸c nhau 

(Table 4. Specific proteinase inhibitory activity (mIU/mg) of liophylized Kalanchoe leaf juice preparations) 
 

Ho¹t ®é riªng (mIU/mg protein) 
MÉu 

Tripxin Kimotripxin 
Proteinaz cña  
P. aeruginosa 

Proteinaz cña 
ST5 

K1 0,203 0,505 1,447  
K1§1 0,274 0,656 2,392  

K2 0,064 0,226 0,520  
K3 0,218 0,658 1,410  

 
 

III. KÕt luËn 

1. DÞch Ðp (DE) cña 3 mÉu l¸ báng ®· 
nghiªn cøu ®Òu cã ho¹t tÝnh kh¸ng c¸c mÉu S. 
aureus vµ P. aeruginosa ph©n lËp tõ bÖnh phÈm, 
ho¹t ®é cña l¸ K1 cã lín h¬n c¸c mÉu kh¸c. 
Ho¹t ®é kh¸ng khuÈn cña cuèng l¸ thÊp h¬n cña 
phiÕn l¸. §«ng kh« DE tõ 1kg l¸ báng thu ®−îc 
tõ 20 - 24 gam bét kh«. 

2. DE c¸c mÉu l¸ báng cã c¸c chÊt øc chÕ 
tripxin, kimotripxin, proteinaz cña P. 
aeruginosa vµ S. aureus ph©n lËp tõ bÖnh phÈm.  

3. S¾c ký chÕ phÈm ®«ng kh« K1 qua cét 
Sephadex G-25, nhËn ®−îc 2 ®Ønh, ®Ønh 1 (§1) 
lµ ®Ønh chÝnh. §1 cã ho¹t tÝnh kh¸ng                
P. aeruginosa, øc chÕ tripxin, kimotripxin vµ 
proteinaz cña P. aeruginosa. 

4. Ho¹t ®é riªng (mIU/mg protein) cña c¸c 
chÕ phÈm bét kh« K1, K2, K3 vµ §1 cña K1 ®èi 
víi proteinaz cña P. aeruginosa ph©n lËp tõ 
bÖnh phÈm ®Òu lín h¬n ®èi víi tripxin, 
kimotripxin tõ 2 ®Õn 8 lÇn. Tõ ®ã gi¶ thiÕt vÒ vai 
trß cña c¸c chÊt øc chÕ proteinaz ®èi víi t¸c 
dông kh¸ng khuÈn cña l¸ báng.  

Tµi liÖu tham kh¶o 

1. Adenike K., Eretan OB, 2004: J. Biochem.

Mol. Biol, 37(2): 229-233. 

2. Bradford M. M., 1976: Anal. Biochem., 
72: 248. 

3. Ferreira A. C., Rosenthal D., Carvalho D. 
P., 2000: Food Chem, Toxicol, 38(5): 417-
421. 

4. Hoµng Thu Hµ, Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u, 
2006: T¹p chÝ Sinh häc, 28(1): 75-80.  

5. Ibrahim T. et al., 2001: Immunopharmacol, 
2(7): 875-883. 

6. Ph¹m Hoµng Hé, 1999: C©y cá ViÖt Nam. 
Nxb. TrÎ tp. Hå ChÝ Minh. 

7. Phan ThÞ Hµ, §Æng Xu©n Nghiªm, Ph¹m 
ThÞ Tr©n Ch©u, 2003: Nh÷ng vÊn ®Ò 
nghiªn cøu c¬ b¶n trong khoa häc sù sèng: 
1086-1090. Nxb. Khoa häc vµ Kü thuËt, Hµ 
Néi. 

8. Pietrova J. S., M. M. Wincjunajte, 1966: 
Priklad. Biochim. I Microbiol., 2: 232 (tiÕng 
Nga). 

9. Supratman U. et al.,  2001: 
Phytochemistry, 58(2): 311-314. 

10. Vâ V¨n Chi, 2000: Tõ ®iÓn c©y thuèc ViÖt 
Nam. Nxb. Y häc.  

 

 



 91 

STUDY ON PROTEINASE INHIBITORS AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF 
COIRAMA (KALANCHOE PINATA) LEAF JUICE 

 
   DAO THI THUY, HOANG THU HA, PHAM THI TRAN CHAU  

 
Summary 

 

As known, proteinases are involved in different living processes including infectious, inflammation 
process. Therefore study proteinase inhibitors in medicinal plants possess effect of treatment the mention 
above diseases might contribute to understanding their action mechanism.  

  Juice of fresh Kalanchoe leaves has been used effectively for treatment of various diseases including 
inflammation, skin ulcers, wound, burn. There were many publications about chemicals isolated from these 
leaves and their biological activities, but none of them concerning proteinase inhibitors. 

 This work deals with proteinase inhibitors (PIs) from Kalanchoe leaf juice and searching for their 
antibacterial activity and effect on proteinases isolated from P. aeruginosa and S. aureus. Three Kalanchoe 
leaves differed from each other in their figures, designated as K1, K2, K3 were chosen for our study. The 
obtained results documented that: Kalanchoe leaf juice inhibited growth of all tested S. aureus samples 
isolated from pus of patients. However, the antibacterial activity of leaf - peduncle juice was lower than that of 
leaf-blade juice. Leaf juice of K1, K3 exhibited inhibitory activity against trypsin, chymotrypsin and 
proteinases isolated from P. aeruginosa and S. aureus. By fractionating the liophylized K1 leaf juice 
preparation on Sephadex G-25 column and measuring absorption at 280 nm of eluted fractions, two peaks on 
chromatogram were observed. The main peak 1 (D1) reduced proteolytic activity of trypsin, chymotrypsin and 
proteinases from P. aeruginosa. Peak 1 also inhibited growth of P. aeruginosa. Counting inhibitory specific 
activity (mIU/mg protein) of the liophylized juice preparations shoved that the specific activity against 
proteinases from P. aeruginosa was higher than that against trypsin and chymotrypsin about 2 to 8 time. Thus, 
it was suggested that PI in leaf juice may play an important role in the antibacterial activity of K1 leaf juice. 

 

Ngµy nhËn bµi: 27-3-2007 


